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天然状態にある蛋白質の立体構造は揺らいでいるため、ほぼ 100%の蛋白質分子が
天然状態をとる溶液条件下においても、僅かではあるが大きく構造が崩れた分子が存在
する。その状態を天然条件下における蛋白質の変性状態と呼んだ。2011 年度の薮本和
義の修士論文において、天然状態（N状態）にあるピロリドンカルボキシルペプチダー
ゼ（Pyrrolidone carboxyl peptidase、以後 PCPと略す）の立体構造の揺らぎを、重水素交
換(H/D 交換)反応と NMR 分光法を用いて調べたところ、タンパク質の C 末端側半分に
あたる領域の4へリックスの一部と6へリックス全体がアンフォールディング速度よ
り明らかに遅い速度で H/D 交換することが分かった。その原因として薮本は、H/D 交
換反応が可能になる変性状態において、この 2 つの領域のプロテクション因子を約 18
とすると、実験値が説明できることを示した。本論文の著者は、それを直接実験的に証
明するために、6.0Mのグアニジン塩酸塩（GuHCl）を含む溶液中で完全変性させた PCP
（D2状態と呼ぶ）を含む溶液から変性剤を取り除いた直後に実現する D1状態（D2状態
とは異なるが、280nm近傍の CDスペクトルからは非天然の変性状態である）の H/D交
換反応を直接測定し、4 領域では約 10、6 領域では約 30 のプロテクション因子が残
っていることを証明した。すなわち天然状態にある PCP の立体構造は N 状態と変性状
態の間を揺らいでいるが、その変性状態では、C端側半分の残基が不安定なヘリックス
を中心にして凝集状態になっている。著者はこの凝集状態を「ほどく」ために、urea濃
度を 9M まで増加させて NMR スペクトルのピーク帰属を行って、C 端側の凝集状態が
ほどけていく様子を研究した。しかし、9M ureaにしてもこの凝集状態は十分ほどけな
かった。そこで、変性剤をジメチルスルフォキシド(DMSO)に変えて NMR のピーク帰
属を行ったところ、C4と C6へリックス領域の交差ピークがはっきりと観測でき、この
溶媒中では PCPが全鎖にわたってほぼランダムコイルになることを明らかにした。 
 
